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INFORMACION DEL PROYECTO

1. TITULO DEL PROTOCOLO.

Determinacién de marcadores genéticos asociados al desarrollo de leucemia linfoblastica aguda
de linfocitos B en poblacion mexicana mestiza. Resultados preliminares.

2. RESUMEN.

Introduccién: La leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B (LLA-B) es una patologia
oncohematoldgica, caracterizada por la proliferacion descontrolada de precursores celulares
linfoides tempranos (linfoblastos). Para su desarrollo, se encuentran implicadas mutaciones en
multiples genes asociados en la maduracién y replicacion celular; siendo algunas relacionadas
con el prondstico de la enfermedad. Alteraciones en la via de sefializacion celular PISBK/Akt/mTOR
y PTEN, conllevan a la desregulacion del crecimiento tumoral y la angiogénesis, asi como las
alteraciones en el factor de transcripcion lkaros, se asocian a la detencién madurativa del linfocito
B. La t(9;22)(q34.1;911.2) se presenta en un 25% de los adultos con LLA (LLA Chr. Ph+), y es
considerado un marcador de mal prondstico. La variabilidad alélica de estos genes y su impacto
en el desarrollo y presentacion de LLA-B, no se encuentran caracterizados para la poblacion
mexicana mestiza.

Objetivo: Identificar y comparar los polimorfismos en los genes PIK3CA, AKT1, MTOR, PTEN e
IKZF1 en pacientes sanos y con LLA-B, su asociacion con la presencia de cromosoma
Philadelphia y su influencia en la susceptibilidad y/o protecciéon del desarrollo de LLA-B, en
poblacién mexicana mestiza.

Metodologia: A partir de muestras de sangre periférica y/o médula 6sea de pacientes con LLA-B
y controles clinicamente sanos (donadores de banco de sangre), se extrajo el DNA gendémico y
RNA mensajero para la determinacion de los marcadores genéticos. Mediante técnica de PCR
tiempo real (SALSA MLPA) se tipificaron los polimorfismos en los distintos genes y, mediante
citometria de flujo, se analizé la activacién de la via de PI3BK/AKT/mTOR/PTEN. Para identificar la
delecion en el gen IKZF1, el ensayo MLPA se realizé para todos los pacientes con B-ALL utilizando
el kit SALSA P335, de acuerdo con el protocolo del fabricante. Mediante la técnica de PCR tiempo
real, se realizd la prueba de transcrito de fusion de TagMan, para identificar los pacientes
portadores de los genes de fusion BCR/ABL. Finalmente, se realiz6 la correlacion estadistica entre
la presencia de los polimorfismos, Chr. Ph+ y la activacion de la via PI3K/AKT/mTOR/PTEN con
el desarrollo de LLA-B.
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4. ABREVIATURAS.

4EBP1
A

ABL
AKT
AKT1
BCR
BCR/ABL
CCS
CMN
DNA

G

IGF-1
IKZF1
LLA
LLA-B
Mb
mRNA
mTOR
MTOR1
Ph+
PI3K
PIK3CA
PTEN

PTEN
RNA
SNPs

del inglés Binding Protein 4E- 1.

nucleétido Adenina.

oncogen de Abelson.

proteina de cinasa de serina/treonina RAC Alpha, sinénimo PKB.
gen que codifica para proteina Akt.

de sus siglas en inglés Breakpoint Cluster Region

gen de fusién que se forma con la translocacién del cromosoma 9 al 22.
controles clinicamente sanos.

Centro Médico Nacional.

del inglés Deoxyribonucleic acid.

nucledtido Guanina.

del ingles Insuline like Growth Factor.

gen que codifica para proteina lkaros.

Leucemia linfoblastica aguda.

Leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B.

Megabases.

del inglés Messenger Ribonucleic acid.

proteina de diana de rapamicina en células de mamifero.

gen que codifica para proteina mTOR.

Cromosoma Filadelfia positivo.

proteina de fosfatidil inositol 3 kinasa.

gen que codifica para PI3K.

proteina de fosfatidilinositol 3, 4, 5- trifosfato 3- fosfatasa. Homélogo de fosfatasa
y tensina.

gen que codifica para proteina PTEN.

del inglés Ribonucleic Acid.

del inglés, Single Nucleotid Polimorphisms.
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5. INTRODUCCION.

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es un grupo de trastornos hematolégicos malignos de
progresion rapida, fenotipica y genéticamente heterogéneos, caracterizado por una proliferacion
y transformacién maligna de células progenitoras linfoides, con extenso involucro a médula ésea,
sangre periférica y, ocasionalmente, con involucro de sitios nodales y extranodales'. La etiologia
es desconocida. Esta enfermedad se caracteriza por aberraciones cromosémicas recurrentes,
mutaciones genéticas y alteraciones epigenéticas que son cruciales para la patogénesis de la
enfermedad. La sintomatologia mas frecuente incluye: fiebre, linfadenopatia, problemas en la
coagulacion, anemia, hepato- esplenomegalia, pérdida de peso, entre otros24.

La LLA se clasifica por morfologia® y alteraciones genéticas recurrentes?!, siendo de suma
importancia conocer la alteracion especifica para otorgar un tratamiento dirigido’. Una de las
alteraciones citogenéticas mas frecuentes en adultos con LLA, es el cromosoma Philadelphia,
representando 20-30% de los casos®. Esta mutacion es resultado de la translocacion balanceada
con rearreglo de dos cromosomas no homodlogos, en el brazo largo del cromosoma 9 donde se
encuentra el gen ABL1 (oncogen de Abelson) y la porcidn distal del brazo largo del cromosoma
22 donde se encuentra el gen de BCR (por sus siglas en inglés Breakpoint Cluster Region), gracias
a este intercambio se genera la fusion del gen BCR/ABL1 [(9;22) (q34;911.2)], productora de la
proteina quimérica BCR-ABL con actividad tirosina quinasa®. Esta proteina se le considera como
una oncoproteina, debido a que tiene un papel central en la patogénesis de algunos tipos de LLA.

La integracion de la informacioén obtenida mediante técnicas mas novedosas de analisis genético,
como el perfil de expresion génica (GEP), el analisis de polimorfismos de nucleétidos simple (SNP)
y la secuenciacion de proxima generacion (NGS), han permitido una mejor definicion del escenario
molecular de la LLA y la identificacion de una constelacién de nuevas mutaciones''. Sin embargo,
aun no se han dilucidado el papel bilégico de todas las mutaciones encontradas. Es de especial
interés el analisis de mutaciones implicados en la alteracion de la via PI3K/AKT/PTEN/mTOR, la
cual es una de las vias mas frecuentemente alteradas en cancer, su activacién aberrante debido
a variaciones genéticas en genes claves, se ha observado en diferentes neoplasias, incluyendo la
LLA'2. De igual forma, aunque menos frecuente, existen mutaciones en el gen IKAROS (IKZF1)
involucradas en ALL, asociadas con un riesgo incrementado de recaida’. Este gen, localizado en
7p12.27, juega un papel importante en el desarrollo y diferenciaciéon del linfocito B, por lo que
forma a ser parte de un blanco terapéutico’.

En México, existe escasa literatura sobre la variabilidad alélica en distintas poblaciones mexicanas
mestizas'®, por lo que la caracterizacion génica de distintas enfermedades, es de suma
importancia para su correcto entendimiento y posible enfoque terapéutico. La variabilidad alélica
de los genes involucrados en la leucemogénesis y su impacto en el desarrollo y presentacion de
LLA-B, no se encuentran caracterizados para la poblacién mexicana mestiza.
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6. ANTECEDENTES.

La leucemia linfoblastica aguda es una proliferacion maligna de células linfoides bloqueadas en
una etapa temprana de diferenciacion que puede invadir la médula 6sea, la sangre y los sitios
extramedulares. Del 08-85% de los casos son de estirpe B y tiene un predominio en el género
masculino.

De acuerdo con los datos de la Agencia de Investigacion Internacional de Céncer (IARC), la LLA
abarca menos del 1% de cancer en adultos, es el mas comun durante la infancia, ya que se
presenta hasta en un 25% de todos los tipos de cancer y hasta un 80% de las leucemias'®. En el
adulto, aunque menos frecuente, es una enfermedad devastadora. La incidencia de LLA sigue
una distribucion bimodal: siendo el primer pico durante la infancia y el segundo alrededor de los
50 afios'” . La incidencia mundial es de 1-4.75 casos por cada 1000,000 habitantes. En la revision
mas reciente del SEER'8, la incidencia en Estados Unidos de América es del 1.5 y 1.9 casos por
cada 100,000 habitantes en mujeres y hombres, respectivamente. La incidencia en poblacion
hispana es mas alta, siendo del 2.0 y del 2.8 casos por cada 100,000 habitantes en mujeres y
hombres, respectivamente. La tasa de mortalidad global es del 0.4 y 0.5 casos por cada 100,000
habitantes en mujeres y hombres, respectivamente. La tasa de mortalidad mas elevada se
encuentra en la comunidad hispana con 0.6 y 0.8 casos por cada 100 000 habitantes en mujeres
y hombres, respectivamente. El desenlace de esta enfermedad ha mejorado considerablemente
en las ultimas cuatro décadas, con un aumento de supervivencia global a 5 afios del 31% en 1975
a casi el 70% en 2009. Sin embargo, estos resultados esconden una gran disparidad por grupo
etario: a pesar de una supervivencia global a 5 afios del 90% en la poblacién pediatrica, en los
mayores de 50 afios es del 25%*'3. En la poblaciéon geriatrica, la supervivencia es aun mas
abrumadora a pesar de la alta tasa de respuesta a la induccién, con una sobrevida a largo plazo
solo del 30-40%"°.

En Meéxico, las caracteristicas epidemiolégicas de la LLA cambian considerablemente a lo
publicado en poblaciones hispanas en otros paises. En un estudio en dos centros de referencia
de la ciudad de México?°, se analizaron 1432 pacientes, de estos 759 con el diagnéstico de LLA.
LA media de edad para este subgrupo fue de 33 afios, con una distribucién homogénea entre
ambos géneros (50.6% masculinos), siendo la variedad morfolégica L2 de la FAB, la mas
frecuente. En la ciudad de México, la incidencia de LLA parece ser mas alta que en otros paises,
estimandose 57.6 casos por millén?'. Las defunciones registradas hasta el afio 2001, fueron de
2.6 casos por cada 100 000 habitantes, por lo que se considero la séptima causa de mortalidad,
mientras que para el grupo de 5 a 14 afos la incidencia de mortalidad fue de 2.6 casos por cada
100 000 y por ende la segunda causa de mortalidad?®2.

La literatura actual*, indica que durante el desarrollo de los linfocitos participan diferentes vias de
sefalizacion que son vitales para su adecuada maduracion y proliferacién; cuando alguna de estas
vias presenta una alteracion puede desencadenar alteraciones linfocitarias, las cuales pueden
determinar la presencia de la enfermedad, su agresividad, la respuesta al tratamiento y el tiempo
de sobrevida de los pacientes. Muchas de estas alteraciones son de orden genético y por ende
es importante conocerlas y estudiarlas.

Via PI3K/ AKT1/ mTOR/ PTEN




“Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los
Trabajadores del Estado”

“Informe de Avances para protocolos de investigacion”

ISSSTE

El gen que codifica para PI3K (phosphatidylinositol 3-kinas) se conoce como PIK3CA
(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit Alpha), localizado en el
cromosoma 3q26.32. Este gen provee las instrucciones para la codificaciéon de la proteina p110
alpha (p110a), la cual es una subunidad catalitica de la PI3K, por lo tanto regula la actividad de
esta enzima?3. En la LLA, debido a los diferentes defectos celulares que presenta, se ha observado
que la via de senalizacién PI3K/ AKT1/ mTOR/ PTEN se ve alterada, por lo que la proliferacion y
diferenciacion, asi como las sefiales de sobrevida del linfocito B en cualquiera de sus estadios se
ve afectada®.

En esta via la molécula PI3K, ejerce su funcién como molécula activadora iniciando la sefializacion
celular a partir de la membrana plasmatica uniéndose a receptores transmembranales, el
substrato mas importante de esta cinasa es el fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2), una vez
activada fosforila a fosfatidilinositol-3, 4, 5-trifosfato (PIP3)2425. El efector principal de PI3K es la
cinasa serina/treonina (AKT), la cual se transloca de la membrana al citosol donde fosforila a la
molécula mTOR. AKT es el mayor mediador de la sobrevivencia, metabolismo y migracién celular.
mTOR al ejercer su funcién como cinasa, fosforila diversas proteinas claves para la traduccién de
RNA mensajero, las cuales regulan el crecimiento celular?+26; por otro lado, PTEN es una fosfatasa
quien regula a AKT durante su activacién?’. La desregulacién o activaciéon aberrante de estas
cascadas metabdlicas conllevan a una falla en la proliferacién y muerte celular que contribuyen al
desarrollo de la leucemia, la via de PI3K/ AKT/ mTOR esta alterada y activa en la LLA?8.

En estas moléculas existen variaciones genéticas llamadas polimorfismos de nucleétido simple
(SNPs por sus siglas en inglés, Single Nucleotide Polymorphisms), estos se definen como el
cambio de una base nucleotidica por otra, se presentan en mas del 1% de la poblacion y presentan
patrones de herencia que pueden predisponer a un individuo a cierto tipo de patologias como la
LLA7.

Existen una variacién genética especifica del gen PIK3CA para distintos tipos de cancer?®3°, Las
variaciones que se han observado en mayor medida, es el cambio de histidina por arginina en el
codon 1047 (H1047R, rs121913279)31-33 y |a variacién de una acido glutamico por lisina en el
codon 545 (E545K, rs104886003), sugiriendo que estos cambios podrian influir en la actividad de
cinasa lipidica, incrementando su actividad?®.

En el gen de AKT1 se han documentado variaciones alélicas que modifican la funciéon de su
proteina. Una de ellas es un cambio de treonina por prolina en el codon 435 (T435P,
rs397514645), que ha demostrado incremento en su actividad funcional; otra variacion ocurre por
el cambio de una arginina por una cisteina en el codén 25 (R25C, rs397514644), lo que genera
que la proteina se active, pero no se una de manera eficiente a los fosfoinositidos3.

El gen de MTOR presenta dos variaciones localizadas en el mismo codén, la primera es el codoén
1483 donde hay un cambio de cisteina por alanina (C1483A, rs786205165), la cual es la de mayor
frecuencia y el segundo en el mismo coddn, pero es un cambio de cisteina por tirosina (C1483Y)34
. Se desconoce su significancia clinica, sin embargo, se han asociado con el desarrollo del
Sindrome de Smith Kingsmore, cancer de rifidn, cancer de mama y glioblastoma. La segunda
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variacion se localiza en el codén 1779 el cual es un cambio de acido glutamico por lisina (E1779K,
rs863225264) sin embargo, no se ha determinado la funcion biolégicas3®.

Los polimorfismos en el gen de PTEN, son el rs121909222 que es un cambio de histidina por
arginina en el codon 123 (H123R) y el rs121909223 con un cambio de cisteina por arginina o
cisteina por glicina en el codon 124 (C124R, C124G), los cuales producen una pérdida en la
actividad como fosfatasa®.

Gen de IKZF1

Otra de las moléculas mas estudiadas en el desarrollo de LLA es el factor de transcripcion llamado
Ikaros, que participa en el desarrollo del sistema hematopoyético y es clave en la regulacién de la
diferenciacion de los linfocitos, ya que actia en la remodelacién de la cromatina; se ha observado
gue en los estadios tempranos de la linfopoyesis de células B, |karos es indispensable®7-3.

El gen de IKZF1 que codifica para la proteina lkaros, tiene la funcion de dedos de zinc al unirse a
la secuencia de DNA que sera transcrita, este gen presenta una delecién la cual conlleva a la falla
de la union al DNA y genera linfocitos inmaduros. Una disminucion en la actividad de Ikaros causa
una rapida acumulacién de linfocitos T y su posterior transformaciéon neoplasica en LLA de
linfocitos T4041,

IKZF1 tiene distintos polimorfismos, uno es el rs4132601 (G/ T) y el segundo es el rs11980379 (C/
T), ambos se localizan en la regién no codificante 3’ (UTR3’). En un estudio realizado en poblacién
francesa determinaron que el rs4132601 (OR=1.6; Clo5%=1.3-1.9, p<5x10) esta asociado al
desarrollo de LLA-B, los pacientes que portan esta variacion tienen un mal prondstico*2.

Por otro lado, en un estudio llevado a cabo en la poblacion irani mostré que la variacién del
rs11980379, en los heterocigotos TC incrementa el riesgo (OR= 2.43, Clos%= 1.28-4.6, P=0.0076),
al igual que el alelo C a desarrollar LLA (OR= 1.7, Clgs%=1.7-2.46, p=0.0062); en este estudio
sugiere que los polimorfismos en IKZF1 tiene un impacto en el riesgo al desarrollo de LLA, sin
embargo sugieren que se requieren mayor andlisis para confirmar sus hallazgos*3.

El cromosoma Filadelfia (Chr. Ph)

Es generado por una translocacioén citogenética balanceada con rearreglo de dos cromosomas no
homdélogos, en el cual, se involucra el brazo largo del cromosoma 9 donde se encuentra el gen
ABL1y la porcidn distal del brazo largo del cromosoma 22 donde se encuentra el gen BCR, gracias
a este intercambio se genera la fusion del gen BCR/ABL1 [t(9;22) (q34;q11.2)]°. El producto del
gen BCR/ABL codifica para la proteina BCR/ABLA1, la cual activa constitutivamente a la proteina
tirosin cinasa (PTK por sus siglas en inglés, Protein tyrosin kinase), ya que activa las vias de
sefalizacion centrales de la regulacion del desarrollo linfoide, altera su actividad mitogénica,
reduce la posibilidad de realizar apoptosis, ademas de alterar la adhesién y movilizacion de células
progenitoras. Por lo tanto, debido a la fusién de loci, a la proteina codificada se le considera como
una oncoproteina, debido a que tiene un papel central en la patogénesis de la leucemia mieloide
crénica (CML), asi como en algunos tipos de LLA*1044,
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El punto de ruptura dentro del cromosoma 22 del gen BCR presente en CML se ubica entre los
exones 12 y 16, conocida como la “regién de punto de quiebre mayor” (M-BCR fragmento mayor
de BCR), las translocaciones que involucran el M-BCR produce una proteina BCR/ABL1 de mayor
tamafo denominada p210, debido a su peso molecular de 210 kDa. Las translocaciones que se
presentan en la LLA son menores (m-BCR fragmento menor del gen BCR) y se ubican solamente
en el primer exén de BCR, esta genera un producto proteico de 190 kDa conocido como p190. De
las proteinas p210 y p190, la que posee mayor capacidad transformante es el tipo “LLA” p190
presentandose en aproximadamente el 90% de los pacientes pediatricos con Ph+ LLA**

La presencia del gen de fusion BCR/ABL en pacientes con LLA (Ph+ LLA) poseen un prondstico
adverso asociado a falla terapéutica con 10% menos posibilidades de remisién completa que Ph
negativo y con una media de sobrevida de 8 meses*. La frecuencia de la t(9;22) aumenta con la
edad: en los pacientes pediatricos con LLA solo se encuentra del 3-5%, mientras que en el adulto
es mas comun y se encuentra en el 25-40% de los casos3. En general el presentar la translocacion
con fusion del gen BCR/ABL representa un criterio de mal pronéstico®, usualmente el seguir con
el tratamiento estandar de quimioterapia y trasplante autélogo subsecuentemente, la sobrevida
mayor a 5 afios no es alcanzada mas que en el 5-10%%¢ y aumenta hasta 60% con tratamiento a
base de hyper-CVAD (ciclofosfamida, vincristina, doxorrubisina [adriamicina], dexametasona, con
rituxan)*’. Modificaciones mas recientes al régimen de hyper-CVAD incluyen la adicion de Imatinib
(inhibidor selectivo de PTK en BCR/ABL 1) a pacientes con presencia de gen Filadelfia positivo, lo
cual ha mejorado la sobrevida de los pacientes con una remision completa (CR por sus siglas en
inglés, Complete Remission) del 95%, pero solo con una sobrevida mayor a 5 afios de 12%*".

Existen nuevos inhibidores de tirosin cinasas para pacientes con CML y LLA con Ph+ los cuales
se utilizan debido a la resistencia que genera el uso prolongado de Imatinib, como lo son el
Nilotinib y Dasatinib. El Nilotinib es un inhibidor de alta afinidad y selectividad a la cinasa de ABL,
en un estudio en pacientes Ph+ LLA el 24% respondieron de manera satisfactoria*, por otro lado
el Dasatinib, que es mas potente que el Imatinib, es un inhibidor de las cinasas de BCR/ABL, c-
KIT y la familia de SRC (grupo de proteinas de tirosin cinasas, proto-oncogen)*9; en un estudio
italiano del Gruppo ltaliano Malattie Ematologiche dell’Adulto (GIMEMA) observé que posterior a
la administracion de prednisona 7 dias previos a la administracion de Dasatinib el 100% de los
pacientes mejoraron y presentaron una respuesta hematolégica completa. Pese a que Nilotinib y
Dasatinib tienen una clara actividad en Ph+ LLA, los resultados obtenidos son similares a Imatinib
en cuanto a la duracién de los efectos, ya que el paciente desarrolla resistencia, por lo que
actualmente se esta estudiando un régimen con el uso combinado de estos®°.

Los pacientes que padecen Ph+ LLA , como se ha mencionado anteriormente, presentan
diferentes tipos de respuestas a la quimioterapia, lo que se debe principalmente por diferencias
genéticas concomitantes, como lo son las aberraciones cromosémicas, ya sea cambios
adicionales epigenéticos, anormalidades de numero de copias, o mutaciones, las cuales son
comunmente encontradas y poseen un impacto negativo en el pronéstico de la patologia. Esto se
observé cuando se compararon dos cohortes de pacientes donde evaluaron la sobrevida a 5 afos
entre pacientes portadores de Ph+ y pacientes portadores Ph+ mas algunas otras anormalidades
genéticas secundarias, se encontré que en el primer grupo obtuvieron un mejor porcentaje de
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sobrevida mayor a 5 afios (86+10 vs 51£11)5'. A nivel molecular una de las aberraciones mas
frecuentes es la delecién o falta de funcion del gen IKZF1, el cual es un regulador del desarrollo
linfoide normal, el cual ocurre en el 70-80% de los casos de PH+ LLAS? y esta altamente asociado
a un pronostico desfavorable®354. Estas alteraciones de lkaros son mas frecuentes en leucemias
linfoides B que en las linfoides T#4.

A pesar de lo anteriormente descrito, poco se ha estudiado en relacion de estos marcadores
moleculares y el desarrollo de LLA-B en poblacidn mexicana mestiza, por lo cual es importante
conocer como participan en esta patogenia y posible

7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

¢;Los marcadores genéticos, previamente descritos, contribuyen en la predisposicién y
presentacion de leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B en pacientes mexicanos mestizos del
CMN “20 de Noviembre”?

8. JUSTIFICACION.

Segun la Agencia de Investigacién Internacional de Cancer (por sus siglas en inglés IARC) en su
base de datos de incidencia de cancer en los cinco continentes (CI5-volumen X) el cual abarca
del afo 2003 al 2007, la LLA abarca menos del 1% de cancer en adultos, es el mas comun durante
la infancia, ya que se presenta hasta en un 25% de todos los tipos de cancer y hasta un 80% de
las leucemias’®.

En EUA los casos estimados para el 2017 son de 5,970, de los cuales hasta el 0.4% presentan
todos los tipos de cancer con una mortalidad estimada en 1,440 representando el 0.2% de todas
las muertes por cancer'® (SEER, 2010-2014); la tasa de incidencia mas alta corresponde a la
comunidad hispana con 2.7 casos en hombres y 2.2 casos en mujeres por cada 100 000
habitantes. La tasa de mortalidad mas elevada se encuentra en la comunidad hispana con 0.8 y
0.6 casos por cada 100 000 habitantes en hombres y mujeres respectivamente.

En la ciudad de México, la incidencia de LLA parece ser mas alta que en otros paises, estimandose
57.6 casos por millon?'. Las defunciones registradas hasta el afio 2001, fueron de 2.6 casos por
cada 100 000 habitantes, por lo que se considero la séptima causa de mortalidad, mientras que
para el grupo de 5 a 14 afos la incidencia de mortalidad fue de 2.6 casos por cada 100 000 y por
ende la segunda causa de mortalidad®2.

En la LLA-B intervienen diversos trastornos de orden genético, en donde los polimorfismos de
nucledtido simple (SNPs) probablemente influyen en el desarrollo de las variantes clinicas, su
prondstico y/o respuesta al tratamiento. Por lo que el conocer la correlacién de los SNPs, nos
ayudara a comprender porque existe una alta incidencia en la poblacion mexicana mestiza,
ademas de definir marcadores genéticos asociados con la susceptibilidad, desarrollo y/o
proteccion de esta patologia. Asi mismo, conocer la asociacion de la presencia del Chr. Ph+ junto
con la presencia de los SNPs, nos hara comprender y realizar asociaciones en cuanto a la
respuesta al tratamiento y su posterior evolucidén, ademas de contribuir en la calidad de vida del
paciente.
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9. HIPOTESIS.

Los polimorfismos de los genes PIK3CA, AKT1, MTOR, PTEN e IKZF1 se encuentran asociados
con el desarrollo y variabilidad de presentacién de LLA-B en poblacién mestiza mexicana.

10. OBJETIVO GENERAL.

Determinar la frecuencia génica y alélica de los polimorfismos en los genes de PIK3CA, AKT1,
MTOR, PTEN e IKZF1 en pacientes con LLA-B y controles clinicamente sanos, y determinar su
correlaciéon con la presencia de cromosoma Philadelphia, en el desarrollo, susceptibilidad y/o
proteccion a Leucemia Linfoblastica Aguda de células B en la poblacion mexicana mestiza.

11. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Generar un acervo a partir de las muestras de DNAg y RNAm obtenida tanto de los
pacientes mestizos mexicanos con LLA-B, asi como de los Controles Clinicamente Sanos
(CCS-donadores de banco de sangre).

o Tipificar las muestras de pacientes y CCS para los diferentes polimorfismos de PIK3CA
(rs104886003, rs121913279), AKT1 (rs397514645, rs397514644), MTOR (rs786205165,
rs863225264), PTEN (rs121909222, rs121909223) y IKZF1 (rs4132601, rs11980379).

e Determinar en pacientes y CCS, la frecuencia alélica de cada uno de los polimorfismos
en los genes de PIK3CA (rs104886003, rs121913279), AKT1 (rs397514645,
rs397514644), MTOR (rs786205165, rs863225264), PTEN (rs121909222, rs121909223)
y IKZF1 (rs4132601, rs11980379).

e Asociar la frecuencia alélica de cada uno de los polimorfismos en los genes de PIK3CA
(rs104886003, rs121913279), AKT1 (rs397514645, rs397514644), MTOR (rs786205165,
rs863225264), PTEN (rs121909222, rs121909223) y IKZF1 (rs4132601, rs11980379),
con el desarrollo, susceptibilidad y/o proteccidon a LLA-B en poblaciéon mestiza mexicana.

e Realizar mediante kit de citometria de flujo el analisis de activacion de la via
PI3K/AKT/MTOR con la presencia de los polimorfismos encontrados.

o Tipificar las muestras de los pacientes con LLA la presencia del Chr Ph+ mediante PCR
en tiempo real.

e Asociar la presencia de polimorfismos con la presencia del Chr. Ph+ en los pacientes con
LLA de linfocitos B.

12. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

12.1 Disefo y tipo de estudio.

Transversal analitico.

12.2 Poblacién de estudio.

11
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Pacientes que presenten leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B y en un grupo de controles
clinicamente sanos (CCS, donadores de banco de sangre), mexicanos mestizos.

12.3 Universo de trabajo

Pacientes de cualquier sexo con Leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B diagnosticados por
un especialista, que cuenten con un expediente clinico completo del CMN “20 de Noviembre”.
Debido a que es un estudio pareado se incluira un grupo de control clinicamente sano tomado del
banco de sangre del instituto, del mismo género y edad, de lo que los pacientes.

Los candidatos (pacientes y controles) seran invitados a participar en el estudio por medio de una
invitacion verbal y escrita de los objetivos de investigacion, asi como lo que implica su participacion
en ella, posteriormente si aceptan se les pedira firmar un consentimiento, (Anexo | y Il) y se les
realizara un cuestionario de ancestria (Anexo lll).

El cuestionario de ancestria (Anexo Ill) nos servira para conocer la etnicidad de la poblacién a
estudiar, ya que tanto pacientes como controles son clasificados como mexicanos mestizos, los
cuales son definidos como aquellos individuos nacidos en México que tienen un apellido derivado
del espanol, con ancestros nacidos por lo menos tres generaciones en México, los mestizos son
el resultado de 500 afios de mezcla entre individuos espafoles, amerindios y africanos, por lo que
hoy en dia son los que representan la mayoria de la poblacion mestiza mexicana (>90%) (Rangel-
Villalobos, 1966; Rubi-Castellanos, 2009).

12.4 Tiempo de ejecucion.

Dos afos a partir de la aprobacion de los diferentes comités del CMN “20 de Noviembre”.

12.5 Esquema de seleccion.
12.5.1 Definicién del grupo control.

Individuos clinicamente sanos que acepten el ingreso al protocolo de estudio y hayan llenado
correctamente un cuestionario de ancestria e historial clinico sin antecedentes familiares de
cualquier tipo de cancer, enfermedades autoinmunes y que por definicion sean mestizos
mexicanos.

12.5.2 Definicion del grupo a intervenir.

Pacientes mestizos mexicanos con diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B
captados en la consulta del Servicio de Hematologia en el CMN “20 de Noviembre”.

12.5.3 Criterios de inclusion.

Ser mestizo mexicano.

Con diagnéstico confirmado de leucemia linfoblastica aguda de linfocitos B.

Ser paciente del Servicio de Hematologia del CMN "20 de Noviembre”.

Firmar cartas de consentimiento informado y de proteccion de datos para la inclusién a este
protocolo.

12.5.4 Criterios de exclusion.

12
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Aquellos pacientes que no cumplan con los criterios de inclusion.

Aquellos pacientes que presentes otro tipo de cancer o tumoracion.

Aquellos pacientes que no hayan firmado la carta de consentimiento informado y/o el aviso de
privacidad.

Aquellos pacientes que presenten enfermedades infecciosas como VIH.

12.5.5 Criterios de eliminacion.

Todo aquel paciente que no desee continuar en el protocolo de investigacion o que reusen el
continuar con el mismo.

Aquellos pacientes que no tengan expedientes completos.
Todas aquellas muestras que por motivo de toma de muestra o inherente a esta, no puedan
procesarse adecuadamente.

12.6 Tipo de muestreo.
12.6.1 Muestreo probabilistico.

No aplica.

12.6.2 Muestreo no probabilistico.

Muestreo por conveniencia.

12.7 Metodologia para el calculo del tamafio de la muestra y tamaio de la muestra.

El reclutamiento sera por conveniencia por cuestiones de logistica, se espera el contar con 100
muestras de pacientes con LLA-B y 100 muestras de individuos clinicamente sanos.

12.8 Descripcion operacional de las variables.

DEFINICION DEFINICION TIPO DE -
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL | VARIABLEs | VARIACION
Conjunto de
caracteristicas
bioldgicas, fisicas,
Sexo fisiolégicas y Referido por Cualitativa Masculino
anatémicas que interrogatorio. Dicotémica Femenino
definen a los seres
humanos como
hombre y mujer.
Tiempo que ha vivido Fecha actual — o
Edad una persona u otro ser Fecha de Cuantlltanva AROS
vivo contando desde nacimiento Continua
Su nacimiento. )
Gen que codifica para
el factor de
Marcador transcripcion lkaros, Alelos, genotipos y Presencia o
genético quien juega un rol haol t.’ Cualitativa .
IKZF1 principal como aplotipos ausencia
regulador de
hematopoyesis
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(Término MeSH:
Ikaros transcription
factor, 2006)

Marcador
genético
PIK3CA

Gen que codifica para
la proteina fosfatidil 3
kinasa que cataliza la
conversion de 1
fosfatidilinositol a 1
fosfatidilinositol 3
fosfato (término
MeSH:
Phosphatdylinositol 3-
Kinases, 2011)

Alelos, genotipos y
haplotipos

Cualitativa

Presencia o
ausencia

Marcador
genético
AKT1

Gen que codifica para
la proteina kinasa de
protein-serina, el cual
posee dominios
homologos de
pleckstrina que son
activados por
fosforilacién en
respuesta a factores
de crecimienro o
insulina

(término MeSH: AKT1,
2005)

Alelos, genotipos y
haplotipos

Cualitativa

Presencia o
ausencia

Marcador
genético
MTOR

Gen que codifica para
la proteina blanco de
rapamicina en
mamiferos, la cual es
una serina en treonina
que controla un amplio
espectro de procesos
celulares (término
MeSH: TOR serine-
Threonine Kinases,
2011)

Alelos, genotipos y
haplotipos

Cualitativa

Presencia o
ausencia

Marcador
genético
PTEN

Gen que codifica para
la proteina homologa
de fosfatasa y tensina,
la cual es una
fosfatasa lipidica que
contiene dominios C2
y actua sobre PIP3 y
regula varias vias de
transduccion. Modula
procesos de
crecimiento,
migracion, y apoptosis
(término MeSH: PTEN

Alelos, genotipos y
haplotipos

Cualitativa

Presencia o
ausencia

14
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Phosphohydrolase,
2006).

Producto de
traduccién de la fusion
de un gen derivado de
la translocacion
Marcador | cromosémica de los
de Chr. genes BCR/ABL al Presencia del RNA
Ph+ de LLA | locus genético del mensajero
(p190) punto de quiebre del
gen en el cromosoma
22 (término MeSH:
Fusion Proteins,
bcr/abl, 1991).

Presencia o
Cualitativa ausencia

12.9 Técnicas y procedimientos a emplear.

Cada uno de los procedimientos se realizaran tanto en la cohorte de pacientes y en los controles
clinicamente sanos (CCS):

Procedimiento para la toma de muestra sanguinea

Previa asepsia y antisepsia de la region a puncionar con torundas con alcohol, se aplicara
torniquete de manera proximal con ligadura en brazo seleccionado, se puncionara con aguja
Vacutainer (BD Biosciences, NJ, USA) 0.8 x 38 en la vena mediana o cefélica, se extraera sangre
por presion negativa en tres tubos con anticoagulante (EDTA), cada uno de los tubos con un
volumen de 5ml.

Las muestras se procesaran de la siguiente manera: a) el primer tubo se utilizara para la
determinacion de la activacion de la cascada de sefalizacion de PI3K por citometria de flujo; b)
en la segunda muestra se utilizara para la tipificacion de los marcadores genéticos; y c) a partir
del tercer tubo se extraera RNA mensajero para la determinacion del cromosoma Filadelfia.

Formacion de acervo de muestras:

a) Extraccién de DNA genémico (gDNA)

A partir de la muestra tomada en el tubo con anticoagulante, sera procesada para extraer gDNA
mediante la técnica modificada de Miller (Miller, 1988). Se determinara la concentracién de gDNA
para lo que se tomara 1 uL de la muestra y se determinara la absorbancia a una longitud de onda
de 260 nm (longitud de onda para acidos nucleicos) y 280 nm (longitud de onda para proteinas)
en por medio de un NanoDrop 2000c/2000 UV-Vis espectrofotémetro (Thermo Scientific). La
relacion gDNA/proteinas (A260/A280), debe ser de 1.8 a 2.0, para determinar que efectivamente
no exista contaminacién excesiva por proteinas. Finalmente se prepararan diluciones de gDNA a
una concentracion final de 20 ng/uL en un volumen final de 200 L, las cuales se almacenaran a
-20°C hasta su uso. NO se requiere hacer ningun corrimiento de geles teiiidos con agentes
intercalantes para determinar integridad del gDNA.

15



“Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los
Trabajadores del Estado”

“Informe de Avances para protocolos de investigacion”

ISSSTE

b) Extraccion de RNA mensajero (RNAm)

Para cada muestra de pacientes se anadira 1 ml de TriPure por cada 100 mg de sangre periférica,
se homogeniza para dejar incubar a 15 a 25°C por 5 minutos para disociar los complejos
nucleoproteicos. Posteriormente se afiade cloroformo a razén de 0.2 ml por cada 1ml de TriPure
y se agita vigorosamente 15 segundos e incubarlo de 15 a 25°C durante 2 a 15 minutos. Se
centrifuga a 12,000 x g por 15 min a 2 8°C. Se obtiene el tubo de muestra posterior al centrifugado
donde se observan tres fases, se obtiene la fase superior 0 acuosa que es la que contiene el RNA.
Se trasfiere la fase acuosa a un nuevo tubo, para después precipitar con isopropanol a razén de
0.5 ml por casa ml de TriPure y se mezcla por inversion; se incuba de 15 a 25°C por 5 a 10
minutos. Se centrifuga a 12,000 x g por 10 minutos a 2 a 8 °C y se desecha el sobrenadante,
posteriormente se lava el botén con alcohol etilico a razén de 1 ml por cada mililitro de TriPure, se
deja secar y se resuspende en agua libre de ARN-asas o con DEPC y se incuba a 55 a 60°C por
10 a 15 minutos y se resuspende. Se almacenara a -15 a-25°C, hasta su analisis.

Determinaciéon de marcadores moleculares

A partir del acervo de DNAg se hara genotipificacion de los polimorfismos en los genes de IKZF1
(rs4132601, rs11980379), PIK3CA (rs104886003, rs121913279), AKT1 (rs397514645,
rs786205165), PTEN (rs121909222, rs121909223), MTOR (rs786205165, rs863225264) se
utilizara la metodologia de la técnica de PCR en tiempo real utilizando sondas TagMan (Pre-
Designed SNP Genotyping Assays, Life Technologies, Applied Biosystems, California USA) la
amplificacion de realizara en el equipo StepOnePlus Real Time PCR Systems (Life Technologies,
Applied Biosystems, California, USA) siguiendo las instrucciones del proveedor. La mezcla de
reaccion contendra 0.125 yl de sonda TagMan, 2.5 pl de MasterMix y 5.37 ul de agua MiliQ;
ademas la optimizacion del ensayo TagMan se realizard usando controles cuyos genotipos son
conocidos por secuenciacion. Todos los polimorfismos se realizaran con las mismas condiciones
de reaccion (una etapa de un ciclo a 60°C por 30 segundos, una segunda etapa de un ciclo a 91°C
por 10 min, una etapa 3 de 40 ciclos: 95°C por 15 minutos, 60°C por un minuto y un ciclo final a
60°C por 30 segundos.

Determinacion de la activacion de la cascada de PI3K/AKT/mTOR/PTEN

Para cada muestra de células se afiadira 5ul 20x de proteina S6 anticuerpo monoclonal conjugado
anti-fosforibosomal (Ser235) con PerCP y 5ul de anticuerpo monoclonal conjugado Alexa Fluor
488 Antifosfo-AKT (Ser 473) a 90ul 1x de buffer de ensayo para un volumen final de 100ul. Se
dejara incubar en la oscuridad sobre hielo durante una hora. Posteriormente junto con las
muestras de ensayo se preparara una tincidon de anticuerpo Unico tanto para proteina S6 anti-
fosforibosomal (Ser235) y anti- fosfo-Akt (Ser473) mediante la preparacion de 5 ul de anticuerpo
20x en 95 pl de buffer de ensayo 1x para cada 250,000 células. Estas muestras ayudaran a
establecer la compensacion para las muestras tefiidas. Se dejara incubar por lapso de 1 hora
sobre hielo. Después de una hora de incubacién, por cada célula afiadir 500 ul de buffer de ensayo
1x y colocar el tubo del ensayo que contiene células en un centrifugador a 4°C y centrifugar por 5
minutos a 400G; aspirar el sobrenadante y desecharlo de acuerdo con las normas, reservar el
precipitado celular. Posteriormente por cada millén de células, anadir suavemente 500 ul de buffer
de ensayo 1x para interrumpir el granulo celular. Pipetear asegurando una adecuada integracion.
Centrifugar de nuevo a 4°C por 5 minutos a 400G. Al completarse la etapa de lavado, resuspender
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el sedimento celular a 0.5x108 por ml de buffer de ensayo 1x. Realizar el analisis por citometria
de flujo.

Determinacién de Cromosoma Filadelfia (gen BCR-ABL1)

A partir de las muestras se incube 1ug de RNA total en 10 yl de agua a 70°C por 10 minutos,
posteriormente se enfria en hielo y se afaden: 100 U de transcriptasa reversa, buffer RT
(dependiendo de lo utilizado con la transcriptasa reversa), 1mM de dNTP, 10 mM de DTT, 25 uM
de hexameros aleatorios, y 20 U de inhibidor de RNasas para una volumen final de 20 ul; se incuba
primero a temperatura ambiente por 10 minutos, posteriormente a 42°C por 45 minutos y a 99°C
por 3 minutos; se coloca la muestra a 4°C y se diluye con 30ul de agua para su posterior tipificacion
por medio de la técnica de PCR en tiempo real.

12.10 Procesamiento y analisis estadistico.

Los datos se analizaran en el paquete estadistico SPSS versién 24. Los datos se presentaran en
medias y desviacion estandar o mediana y percentiles en el caso de las variables cuantitativas y
en frecuencias y porcentaje en el caso de las variables cualitativas. Para la comparacion de los
grupos respecto a las variables cuantitativas se utilizara la prueba T-Student para muestras
independientes en caso de que las variables tengan distribucién normal, en caso contrario se
utilizara la prueba de U-Mann-Withney. En el caso de las variables cualitativas se utilizara la
prueba de chi cuadrada de Pearson. Para evaluar los riesgos (OR) de los alelos de IKZF1,
PIK3CA, AKT1, MTOR, PTEN y BCR-ABL (Cromosoma Philadelphia), se utilizara un modelo de
regresion logistica, ademas se ajustaran los riesgos de acuerdo con las variables potencialmente
confusoras. Se tomaran como diferencias estadisticamente significativas con una p<0.05 e
intervalo de confianza al 95%.

13. PRUEBA PILOTO (SI ES EL CASO).

No aplica

14. ASPECTOS ETICOS.

1. De acuerdo con la Ley General de Salud en materia de Investigacion en Salud, se trata de
una investigacion de riesgo minimo.

2. Se sometera a revisién en el Comité de Etica, Investigacién y Bioseguridad del CMN “20 de
Noviembre” para su aprobacion.

3. Los pacientes firmaran una carta de consentimiento informado previo a la inclusién del
estudio, en donde se les explicara el propésito, los beneficios y riesgos que podrian
presentarse en el curso de la investigacion, asi como también se les informara de sus
derechos y responsabilidades al momento de estar incluidos.

4. La decision de participar en el estudio es responsabilidad solamente de los pacientes o
controles, asi como de retirarse del estudio cuando asi lo deseen, su decisiéon no afectara de

17



“Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los
Trabajadores del Estado”

“Informe de Avances para protocolos de investigacion”

ISSSTE

ningun modo la atenciéon que reciben en el Centro Médico Nacional “20 de Noviembre”
ISSSTE.

5. Los datos recabados se mantendran de manera confidencial, los datos solo seran manejados
por el investigador principal y los investigadores involucrados en el presente protocolo de
Investigacion del CMN “20 de Noviembre”. En la recoleccion de datos personales se siguen
todos los principios que marca la ley Federal de Proteccion de Datos: Licitud, calidad,
consentimiento, informacion, finalidad, lealtad, proporcionalidad y responsabilidad. Se han
implementado las medidas de seguridad, técnicas, administrativas y fisicas necesarias para
proteger los datos personales y evitar dafo, pérdida, alteracion, acceso o tratamiento no
autorizado (Anexo |V). Toda la informacién proporcionada se utilizara con fines de
investigacion y conforme al consentimiento informado (Anexo | y II).

6. Los investigadores confirmamos que la revision de los antecedentes cientificos del proyecto
justifican su realizacion, que contamos con la capacidad para llevarlo a buen término, nos
comprometemos a mantener un estandar cientifico elevado que permita obtener informacién
util para la sociedad, a salvaguardar la confidencialidad de los datos personales de los
participantes en el estudio, pondremos el bienestar y la seguridad de los pacientes sujetos
de investigacion por encima de cualquier otro objetivo, y nos conduciremos de acuerdo a los
estandares éticos aceptados nacional e internacionalmente segun lo establecido por la Ley
General de Salud, Las Pautas Eticas Internacionales Para la Investigacién y Experimentacion
Biomédica en Seres Humanos de la Organizacion Mundial de la Salud, asi como la
Declaracion de Helsinki.

14.1 Consentimiento informado.

Se anexa formato tanto para pacientes como para controles (Anexo | y II).

14.2 Conflicto de intereses.

Los investigadores declaran que no hay conflicto de intereses.

15. CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD.

Los procedimientos no alteran el procedimiento médico de diagndstico o tratamiento del paciente
que se haria de rutina, y estan basados en la mejor practica clinica. La toma de muestras durante
el estudio se realizara en apego al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud, respetando aspectos de tomar las medidas pertinentes para evitar
cualquier riesgo o daio a los sujetos de investigacion.

Las muestras biolégicas seran adquiridas por personal experto, y seran adecuadamente
identificadas, contenidas y almacenadas. Su analisis y determinaciones se realizaran de acuerdo
a las buenas practicas de laboratorio. Posteriormente se trataran y se eliminaran en bolsas
apropiadas para su disposicion.

Para cumplir con lo establecido en las disposiciones de la fraccion 6 de la NOM-087-ECOL-
SSA1-2002 Residuos Biolégico-Infecciosos.
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16. RECURSOS.

16.1 RECURSOS HUMANOS.

Dra. Martha Leticia Alvarado Ibarra — Hematologia/ Investigador principal
Dra. Ménica Escamilla Tilch — Investigador principal

Dra. Rebeca Perez Cabeza de Vaca — Investigador adjunto

Dr. Juan Antonio Pineda Juarez — Investigador adjunto

Dr. Paul Mondragon Teran — Investigador adjunto

Dr. Juan Pablo Macias Flores - Investigador adjunto

16.2 RECURSOS MATERIALES.

Equipo de laboratorio especializado: Centrifuga refrigerada, ultracongelador, termociclador,
equipo de tiempo real, citdmetro de flujo.

Insumos de laboratorio: Tubos con EDTA, agujas de Vacutainer ®, reactivos zonas TagMan.
Software especializado: SPSS

Computadoras

Impresoras

16.3 RECURSOS FINANCIEROS.

Se solicitara apoyo a EO15-2017 (ISSSTE)

17. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES.

Enero- | Mayo- Oct-Dic Enero- Mayo- Sebt- Enero-
Actividades. Abril Sep 2017 Abril Ago Dic?2018 abril
2017 2017 2018 2018 2018

Seleccién del
tema de X
investigacion.
Busqueda de
informacion X
bibliografica.
Elaboracion,
revision y
aprobacion del
protocolo de
investigacion y
comités.
Captacion de
pacientes.
Explicacion del
estudio y firma
de la carta de X X X
consentimiento
informado.
Inicio del
estudio.
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Extracciéon de
DNA
Tipificacion de
DNA
Final del

estudio X
experimental.
Analisis de X
resultados.
Elaboracion de X
tesis.
Elaboracion de X
articulos de
investigacion.
Presentacion
del trabajo en
congresos X X
Nacionales o
Internacionales

18. RESULTADOS ESPERADOS Y PRODUCTOS ENTREGABLES.

Tesis de posgrado.
Articulos de investigacion en revistas indexadas nacionales y/o internacionales.
Presentacion del trabajo en congresos nacionales e internacionales.

19. APORTACIONES O BENEFICIOS GENERADOS PARA EL INSTITUTO.

El propédsito de este estudio es determinar marcadores genéticos y/o biomarcadores
caracteristicos para la poblacion mexicana mestiza que presenten LLA-B, los cuales puedan
utilizarse para diagnéstico, tratamiento y/o seguimiento a partir de los genes a analizar (IKZF1,
PIK3CA, AKT1, MTOR, PTEN, BCR/ABL1).

Ademds de la formacién de recursos humanos y de nuevas lineas de investigacion de las cuales
se pueda generar articulos en revistas indexadas.

De tal manera que todos los productos generados puedan ser utilizados y aplicados para el
beneficio del desarrollo de nuevas técnicas de diagndstico para los derechohabientes del C.M.N.
“20 de Noviembre”.

20. PERSPECTIVAS.

1. Generar nuevas lineas de investigacion.

2. Formacion de recursos humanos altamente capacitados.

3. Generar las bases para la aplicacion demarcadores genéticos en el diagnéstico y/o
tratamiento de diversas enfermedades.

21. DIFUSION.
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Los resultados obtenidos se difundiran en congresos tanto nacionales como internacionales, asi
como en la publicacion de revistas nacionales y/o extranjeras indexadas.

22. PATROCINADORES.

Presupuesto interno por E-015 y futura participacién en convocatorias

Nombre del Fondo para recursos de CONACYT

Nombre del Laboratorio

Nombre de la
Institucion
u Organismo
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25. ANEXOS.

Anexo |I.  Carta de consentimiento bajo informacion de pacientes.

Anexo lll. Cuestionario de ancestria.
Anexo IV. Aviso de privacidad.

Anexo Il.  Carta de consentimiento bajo informacidn de controles clinicamente sanos.
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